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"SI'NTESE DE UM NOVO DERIVADO DE AMINOACIDO 
PARAMAGNETICO (EPM-5) PARA USO EM MARCAQAO DE 
DIFERENTES MACROMOLECULAS E SISTEMAS DE INTERESSE 
QUIMICO-BIOLOGICO" 

Esta invencao se refere a smtese quimica de urn novo derivado 
paramagnetico do tipo p-aminoacido contend© um radical nitroxido em um 
anel pirrolidmico, e cujo amino grupo se encontra acilado com o 
grupamento remov.'vel em meio basico denominado 9- 
fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc). Este derivado paramagnetico e portanto 
um novo composto do tipo marcador de spin (ou spin labef) e podera ser 
utizado como nova molecula-reporter na marcacao de sequencias 
peptidicas e de outras macromoleculas e sistemas onde se pode aplicar o 
metodo da ressonancia paramagnetica eletronica (RPE). O seu emprego 
pode se estender para outras espectroscopias como a de fluorescencia ou 
is a de ressonancia nuclear magnetica pois o carater paramagnetico deste 
composto pode afetar os/esultados espectrais destas metodologias. De um 
modo mais amplo, por center tanto grupamentos ammicos quanta 
carboxflicos reativos, este novo composto organico podera ser ligado em 
moleculas ou determinados sistemas onde ha a possibilidade de ligacao 
20 com estes dois grupamentos funcionais. 

Em termos de estrutura qu.'mica, a base deste novo derivado quimico e 
o acido 2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1-oxil-3-amino-4-carboxnico que 
passaremos a denominar Poac e que teve a sua s.'ntese ja reportada ha 
mais de duas decadas {v^cl Tetrahedron 491-499 [1965] e Bull. Soc. Chim. 
25 France, 3, 815-817 [1967]). 

O composto inedito de que trata a presente patente e o seu derivado 
bloqueado em seu amino grupo pelo grupamento Fmoc acima mencionado, 



originando o marcador de spin Fmoc-Poac [acido 2,2,5,5- 
tetrametilpirrolidina-3-(9-fluorenilmetiloxicarbonil)-amino-4-carboxNico]. 

E atraves deste derivado que se ira conseguir a insercao do composto 
Poac como se fosse urn aminoacido ligado em uma determinada sequencia 
peptidica. A abreviacao qmmica Fmoc-Poac sera portanto utilizada neste 
relatorio descritivo, e a denominacao que tambem Ihe sera dada sera 
EPM-5 . A estrutura quimica do Fmoc-Poac (ou EPM-5) e representada 
abaixo: 
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Estrutura quimica do marcador de spin Fmoc-Poac 

A ressonancia paramagnetica eletronica (RPE) , (v. a . Biological 
Magnetic Resonance, Berliner, L.J.e Reuben, J., eds, Plenum Publishing, 
New York, [1989]), e urn metodo espectroscopio atualmente muito 
importante pois permite o estudo de macromoleculas ou sistemas 
marcados paramagneticamente obtendo-se informa^oes quanta as suas 
conformagoes, mobilidade, interacoes inter- ou intra-moleculares, estado de 
estruturacao, etc. 

Alcance amplo para esta tecnica e mencionado na literatura (v. a. Free 
Nitroxyl Radical, Rozantsev, E. G., Ulrich, H., ed., Plenum Press, London, 
1970), sendo reconhecidos diversos tipos de marcadores de spin, vale 
dizer, compostos que possuem paramagnetismo devido a presenca de urn 
eletron desemparelhado em algum ponto de sua estrutura. E, portanto, 



uma molecula do tipo radical livre, embora necessariamente estavel para 
poder ser empregada em temperaturas normals e pH fisiologicos, e ser 
submetida, ainda, a diversas reacoes quimicas ou experimentos sem que o 
grupamento radical livre da molecula reaja. 

Dentre os marcadores de spin mais empregados, tem-se aqueles 
contendo grupamento nitrdxido onde se localiza o eletron desemparelhado. 
E e com esta classe de spin label que mais se desenvolveu a aplicacao da 
metodologia da RPE para a marcacao de importantes estruturas biologicas 
como os peptldeos e proteinas. A literatura registra, ha cerca de duas 
decadas atras, a utiliza ? ao da RPE no metodo da slntese peptldica em fase 
solida [(The Peptides: Analysis, Synthesis and Biology, 2, Academic Press 
New York (1 980)]. isto foi efetuado atraves da utilizafao de urn marcador 
de spin denominado Joac (acido 2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxi-4-amino- 
4-carboxilico protegido com o seu amino grupo acilado pelo protetor acido 
labil tert-butiloxicarbonila (Boc) ( m Braz. J. Med. Biol. Res. 14, 173 [1981] 
e Biochim. Biophys. Acja 742, 63 [1983]). O derivado Boc-Toac foi o 
primeiro utilizado para se inserir o marcador Toac em uma sequencia 
peptldica. Porem, devido a particularidades do metodo de slntese 
peptldica quando empregado o protetor Boc, a introducao do Toac era 
unicamente posslvel na extremidade amino terminal da cadeia peptldica. 

Para contornar esta limitacao da aplicacao da RPE na marcacao de 
peptldeos, procurou-se estrategia alternate que permitisse inserir o 
derivado de aminoacido Toac internamente a estrutura de qualquer 
peptldeo ( yjt J. Am. Chem. Soc. 115, 1 1042 [1993]). 

A aplicacao da RPE na quimica de peptldeos passou, entao, a 
apresentar enorme avan ? o, com publicagoes mostrando estudos 
conformacionais de peptideos (y^. j. Am. Chem. Soc. 117, 10555 [1995] 



FEBS Lett. 375, 239 [1995]; Biopolymers 42, 821 [1997] ) ou de peptidil- 
resinas (Tetrahedron Lett. 38, 517 [1997]). Por ser um derivado de 
aminoacido, o Toac foi introduzido em diferentes posicoes de alguns 
peptideos de importancia biologica, tais como a angiotensina II ou 
bradlcinlna mas houve sempre perda parcial ou total de sua potencla 
biologica devido a introducao de um composto nao natural em suas 
estruturas (in Peptides 1996, Mayflower Scientific Co. 673 [1998]). 

Agora encontrou-se um hormonio pepti'dico marcado com um marcador 
de spin e que manteve integralmente a sua atividade biologica (vg FEBS 
Lett. 446, 45 [1 999]). Este resultado foi obtido com o hormonio estimulador 
do a-melanocito (tridecapepti'deo) e pelas suas potencialidades em 
inumeros ensaios qui'mico-biol6gicos (e paramagnetico, naturalmente 
fluorescente e com atividade integral) ja esta submetido ao patenteamento 
(PI9900595 , de 24 de fevereiro de 1999: " Sintese do primeiro anZlogo 
[EPM-2J paramagnetico e ativo do hormdnio estimulador do melandcito 
contendo radical livre e^vel em forma de aminoacido ") 

Apesar destes resultados, uma das limitacoes do emprego do Toac 
na sfntese pepti'dica foi a dificuldade de se acoplar o aminoacido seguinte 
da seqiiencia durante o crescimento pepti'dico. Isto seria devido a baixa 
nucleofilicidade do amino grupo deste marcador de spin, cujo pKa passa 
de 8 (como no caso do Toac livre) para cerca de 5,5 quando ligado na 
extremidade N-terminal de uma seqiiencia peptfdica (v£. Braz. J. Med. 
Biol. Res. 14, 173 [1981] e Biochim. Biophys. Acta. Z42, 63 ([1983]). 
Diversos reacoplamentos e o aumento da temperatura da reacao de 
acoplamento sao, muitas vezes, necessarios para a insercao integral do 
aminoacido subsequente da seqiiencia desejada (in J. Am. Chem. Soc. 
115, 11042 [1993]). 



Objetivando tanto contornar esta limitacao do uso do Toac quanto 
encontrar urn marcador de spin alternative que, pela sua estrutura 
diferenciada, passasse a induzir uma conformacao diferenciada da imposta 
pelo Toac no peptideo em estudo, decidiu-se sintetizar o composto Fmoc- 
Poac^seguindo as etapas sinteticas ja descritas na literature (v.a. 
Tetrahedron 491-499 [1965] e Bull. Soc. Chim. France, 3, 815-817 [1967]): 
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Etapa 1- Obtencao de 2.2.5.5-tet rametilDirrnlina-1-oxi -3-ciano (PP) 
Esse produto, foi ojttido tratando-se o composto de partida 2,2,5,5- 
tetrametil-1-oxi-3-carbamidopirrolina (P1), adquirido comercialmente, com 
o cloreto de tosila em piridina seca. 28,7 g (1,5 x 10" 1 ) de cloreto de tosila 
foi adicionado a 15,3 g (8.35 x 10" 2 ) de P1 dissolvido em 100 mL de 
piridina seca e deixado a temperature ambiente por 48 horas. Em seguida, 
foram adicionados 10 g de KOH dissolvido em 250 mL de agua, e a 
mistura foi aquecida a 80°C. Apos resfriamento, o produto foi extraido com 
eter sulfurico e lavado com o HCI dilufdo, solucao dilui'da de NaHC0 3 e 
agua e seco sobre Na 2 S0 4 . A evaporacao do solvente a pressao reduzida, 
apos filtracao, fomeceu 12,76 g (rendimento= 92 %) de urn produto 
alaranjado que foi purificado em uma coluna de alumina, utilizando benzeno 
como eluente. O produto (P2) apresentou uma unica mancha em 



cromatografia em camada delgada (ccd) e as seguintes caractensticas, 
P.F. = 62-63 °C , M + = 165; Anaiise elementar: encontrado: C, 65,36 % , 
H, 7,50 % e N, 17,10 % ; teorico ( C 9 H 13 N 2 O ) : C, 65,43 % , H, 7,93 % e 
N, 16,96%). 

Etapa 2 - Ohtennao de 2 2 5 5-tetrametllpirroiidina-3-amino-4-riann 

IP3I 

Num balao de fundo redondo de 3 L, foram colocados 600 mL de 

amonia l.'quida, 9 g de P2 (5,44 x 10 " 2 ) e 120 mL de agua. O balao foi 

hermeticamente fechado para manter a mistura sob pressao e deixada a 

temperatura ambiente. Apos 3 dias, a amomia foi eliminada, e o produto foi 

extraido com cloroformio. O produto recristalizado de eter-eter de petroleo 

(9,37 g, rendimento = 94 % ) apresentou as seguintes caractensticas : M + = 

182; P.F. 84-85 °C; Anaiise elementar : (encontrado: C, 58,98%; H, 8,37 %; 

N, 22,21%; teorico (C 9 H 16 ON 3 ): C, 59, 31 % ; H, 8,85 % ; N, 23,06 % ). 

Etapa 3 - Prepamcao de acido 2 2 5 .5-tetramfitilp ir rolidina-3-am.nn-4- 
carboxilico (P4) - Pnar. « 

Num balao de fundo redondo de 3 L, foram adicionados uma mistura 
de 8 g ( 4,38 x 10~ 2 mol) de P3, 40 g de barita e 600 mL de agua. O balao 
foi hermeticamente fechado e aquecido a 120°C por periodo de 90 minutes. 
Apos resfriamento, a mistura foi neutralizada com o gelo seco em excesso 
e filtrado. A evaporacao de solucao aquosa a pressao reduzida fomeceu 8 
g de produto bruto (rendimento : 90%) que foi recristalizado de etanol 90%. 
O produto apresentou as seguintes caractensticas: P.F. = 212 °C (funde 
com sublimacao); M + = 201 (Figura 2 ), urn unico pico no HPLC, (Fiqura 3) ; 
Anaiise elementar : (encontrado : C, 53,1% ; H, 8,28 %; N, 13,95 % ; 
Teorico (C 9 H 17 N 2 0 3 ): C, 53,71 % ; H, 8,52; N, 13,92 ). Infra-vermelho (KBr ): 
cm 1 : 3084, 2872, 2792, 2548 e 2132 (NH + 3 ); 1643 v AS (NH + 3 ) ; 1574 (v AS 



C=0); 1456 (8 CH 3 ); 1396 e 1376 (grupo gem-dimetil e COO" ) 782 (S C=0). 
A Figure 4A destaca o espectro de RPE do composto Pyoac em meio 
aquoso, pH 5,0. O valores dos dois tempos de correlacao rotational 
encontrados (t b e x c ) foram de 0,509 x 10 -10 s e 0,597 x 10" 10 , 
respectivamente. 

Preparacao de Fmoc-Poac 

201 mg (1 mmol ) do composto P4 foram dissolvidos em 1,5 mL de 
agua. A essa solucao foram adicionados: 286 mg de carbonato de sodio 
decahidratada e 337 mg (1 mmol) de Fmoc-succidimil-carbonato dissolvido 
em 1 ,5 mL de acetona. A reacao foi mantida a temperatura ambiente sob 
agitacao e o pH mantido em tomo de 9 atraves da adicao de carbonato de 
sodio. Completada a reacao (apos 3 horas), a mistura foi diluida com 25 
mL de agua, gelada e acidificada com HCI 1 N (pH 2), e o produto extraido 
com acetato de etila. O extrato acetalico foi lavado com pequenas 
porcoes de agua , seco sobre sulfato de sodio anidro, filtrado e evaporado 
sob pressao reduzida e fflrneceu 380 mg (rendimento de 90%) de urn solido 
que foi recristalizado 2 vezes de cloroformio. O produto foi caracterizado 
atraves de espectrometria de massa, espectroscopia no infra vermelho, 
analise elementar e EPR . Caracteristicas: M + = 423 (Figure 5) . Analise 
elementar: encontrado: C, 67,9 % ; H, 6,35 %; N, 6,60 ; teorico 
(C24H27O5N2): C, 68, 08 % ; H, 6,28 % ; N, 6,62 %; IR (KBr) cm 1 : 3444- 
3338 (banda larga OH e -CONHR); -3030 ( VA r CH); 3000-2700 ((va, 
COOH); 1723 (R-O-C-ON- e COOH); 1543 (8 NH e v CN ); 1450 (S CH 3 ); 1235- 
1150 (grupo gem-dimetil). O espectro de RPE do Fmoc-Poac em meio 
aquoso, pH 5,0 esta representado na Figure 5B e os valores de x B e t c 
foram, como se esperava pelo volume maior da molecula, maiores, 
indicando menor velocidade de rotacao desta molecula se comparada ao 



do Poac sozinho (1,14 x 1CT 10 s.rad 1 e 1,79 x 1CT 10 s.rad 1 , 
respectivamente). 

Sintese de Poac 7 - Anqiotensina II 

O analogo da angiotensina II marcado com o spin label Poac (Asp-Arg- 
Val-Tyr-lle-His-Poac-Phe) foi sintetizado na escala de 0,15 mmol, 
utilizando-se o metodo de fase solida ja citada e com alteracoes para 
possibilitar a insercao deste marcador no meio da cadeia peptidica (in J. 
Am. Chem. Soc. 115, 11042 [1993]). A resina empregada foi a de Wang 
(in J. Am. Chem. Soc. 95. 1328 [1973]) contendo o primeiro residuo de 
aminoacido Fmoc-Phe (grau de substituicao: 0.41mmol/g), adquirido 
comercialmente. Todos os acoplamentos foram realizados utilizando-se 
reagentes com urn excesso molar de 2,5 vezes para os Fmoc-a 
aminoacidos e de 3 vezes para o Fmoc-Poac. Os reagentes para 
acoplamento utilizados foram diisopropilcarbodiimida (DIC) e 
hidroxibenzotriazol dissolvidos em mistura de 

diclorometanoidimetilfornjamida 1:1. As desprotecoes do Fmoc foram 
feitas, como ja citado, com piperidina 20% em dimetilformamida (v/v) por 
20min. 

De relevante nesta smtese, observou-se que a estrutura do anel 
pirrolidina do Poac nao dificulta o acoplamento do aminoacido seguinte da 
sequencia, como foi observado quando se sintetizou a Toac 7 - All. Neste 
caso, necessitou-se de varios reacoplamentos e ate mesmo de aumento de 
temperatura para que a reacao se completasse. No caso do Poac isto nao 
foi necessario, demonstrando que a reatividade do grupamento aminico 
deste marcador de spin e bem maior do que a do Toac, o que facilita o uso 
em sintese pepti'dica em geral. 
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Completada a smtese, o peptideo foi desprotegido e clivado da 
resina pela acao do HF anidro contendo 10% da mistura p-cresol e dimetil 
sulfeto a 0°C e ih e 30 min. O peptideo bruto obtido apos extracao e 
liofilizacao (125mg), foi dissolvido em 70 ml de agua e o pH da solucao foi 
acertado para 10 com hidroxido de amonio concentrado sob agitacao 
magnetica por urn penodo de 2 h, para reverter a protonacao do grupo 
nitroxido N-O que ocorre durante o tratamento com HF. Apos liofilizacao, o 
peptideo foi purificado por HPLC (cromatografia l.'quida de alta eficiencia) 
preparativo utilizando-se uma coluna de fase reversa C 18 (25x250mm) e 
como eluente A, acetato de amonio 0.02M, pH 5.0; e B, acetonitrila 60% 
em agua. Gradiente linear de 20-65% B em 135 min. 

A homogeneidade do peptideo foi confirmada atraves de HPLC 
analftico (Fiqura 6) , espectrometria de massa, M + = 1132.55 (Fiqura 7) e a 
analise de aminoacidos apresentou a seguinte composicao: Asp 0.95 
(1-00); Val 0.96 (1.00); He 1.20 (1.00); Tyr 1.02 (1.00); Phe 1.00 (1.00); His 
0.96 (1.00); Arg 1.02 (1,O0). A Fiqura 8 mostra os espectros de RPE da 

Poac 7 -AII em solucao 0,25 mM do peptideo em solucao aquosa, pH 3 6 e 
9. 

Nao se observaram, para este analogo paramagnetico da All, 
diferencas significativas dos valores de tempo de correlacao rotacional em 
funcao do pH, sugerindo, portanto, constancia da conformacao deste 
peptideo em funcao do pH. 
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REIVINDICAQ6ES 
1 a ) "Sintese de urn novo derivado de aminacido paramagnetico 
(EPM-5) para uso em marcacao de diferentes macromoleculas e 
sistemas de interesse quimico-biolbgico" , a partir de etapas 
sinteticas iniciais com a obtencao dos intermediaries (a) 2,2,5,5- 
tetreametilpirrolina-1-oxi-3-ciano; (b) 2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-1- 
oxi-3-amino-4-ciano; e (c) 2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-3-amainao-4- 
carboxilico (Poac), caracterizado por obter-se o derivado 
paramagnetico do tipo P-aminoacido,2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-3- 
amino-4-carboxilico, denominado Fmoc-Poac (ou EPM-5), por meio da 
introducao do grupamento protetor 9-fluorenilmetiloxicarbonila (Fmoc) 
no amino grupo do composto 2,2,5,5-tetrametilpirrolidina-3-amino-4- 
carboxflico (Poac). 

2 a ) "Sintese de urn novo derivado de aminacido paramagnetico 
(EPM-5) para uso em; marcacao de diferentes macromoleculas e 
sistemas de interesse qui'mico-biolOgico", de acordo com a 
Reivindicacao 1 acima, caracterizado pelo fato do derivado Fmoc- 
Poac poder ser ligado por seu grupamento carboxilico livre em 
macromoleculas ou sistemas, independentemente de sua utilizacao ou 
nao para estudos posteriores pelo metodo da Ressonancia 
Paramagnetica Eletronica (RPE). 

3 a ) "Sintese de urn novo derivado de aminacido paramagnetico 
(EPM-5) para uso em marcacao de diferentes macromoleculas e 
sistemas de interesse quimico-biolOgico", de acordo com as 
reivindicacoes anteriores, caracterizado por, apos a ligacao do 
composto Fmoc-Poac em alguma molecula ou estrutura, poder se 



remover o grupamento Fmoc em meio basico, possibilitando a reacao 
do grupamento ammico do Poac que se torna livre com diferentes 
derivados qufmicos. 





Figura 1: Estrutura qui'mica do marcador de spin Fmoc-Poac 
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Figura 3: Perfil cromatografico em HPLC do acido 2,2,5 5- 
tetrametilpirroIidina-l-oid-3-amino-4-carboxaico (Poac). CondicSes 
expenmentais: coluna C 8 (4,6 x 150 mm). Eluente A: NaH 2 P0 4 0,1M em agua 
e, B: acetonitrila 90 / em solucao aquosa ; 1-21 / de B em 10 min 
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Figura 5: Espectro de massa do Fmoc- Poac 
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Figura 6: Perf.1 cromatograf.co em HPLC da Poac 7 -AII. Condicoes 
acetomtnIa60%emsolucaoaquosadeTFAO,l%; 




Figura 7: Espectro de massa de Poac 7 -Angiotensina II. 
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Figura 8: Espectro de RPE de 2.5x1 0^ M de POAC 

em pH 3, 6 e 9. 



RESUMO 

"Sl'NTESE de um novo derivado de AMINOACIDO 

PARAMAGNETICO (EPM-5) PARA USO EM MARCAQAO DE 
DIFERENTES MACROMOLECULAS E SISTEMAS DE INTERESSE 
QU|MICO-BIOL6gICO" 

A presente invengao se refere a sfntese qufmica e a aplicafao como 
composto organico paramagnetico do fipo marcador de spin, do produto 
denominado Sddo 2,2,5,5-tet ra mentilpirrolidina-1-oxi-3-[N- 

(fluorenilmetrloxicarbonil)-amino-t-carboxnico, abreviado como Fmoc-Poac, 
e que podera ser utilizado para ligacao as extremidades amfnicas de 
seqiiencias peptidicas ou de determinados sistemas. Possibilita-se, ainda, 
a hgacao do composto apenas pelo seu radical Poac, com a remopao do 
protetor Fmoc. em meio basico organico, e, da mesma forma, quando se 
deseje prolongar a seqQencia peptfdica ate o ponto desejado. Por conter 
um anel do tipo pirrolidina, a sua introdu?ao no meio de uma cadeia 
peptfdica ira provocar .jbnformacees diferenciadas das de a-aminoacidos 
comuns, sendo portanto um composto valioso para se estudar a relagao 
estrutura-atividade biolbgica de diversos peptfdeos de importancia Pelo 
mesmo processo de sfntese viabiliza-se o uso de Fmoc-Poac na marcafao 
do peptideo angiotensina II (Poac 7 -AII). 



